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ALMEIDA, L. C. Extrato de Caesalpinia ferrea no manejo da mancha marrom de 
alternaria em mudas de tangerina ‘Dancy’ Universidade Federal da Paraíba. Areia: 
CCA/UFPB. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Agronomia). 41f. 2015. 
 
RESUMO- A tangerineira ‘Dancy’ (Citrus tangerina Hort. ex Tanaka) é acometida por 
diversas doenças, destacando-se a mancha marrom de alternaria (MMA), causada por 
Alternaria alternata f. sp. citri, que vem promovendo redução na produtividade e 
causando sérios prejuízos nos pomares brasileiros. A principal forma de controle da 
doença é o uso de fungicidas sintéticos, então, a busca de produtos naturais, que não 
degradem o meio ambiente, mostra-se como uma alternativa promissora. O presente 
trabalho teve como objetivo verificar o potencial do extrato de Caesalpinia ferrea no 
controle da MMA em mudas de tangerina ‘Dancy’. O experimento foi conduzido no 
Laboratório de Fitopatologia, no Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal 
da Paraíba, Campus II, Areia-PB. As mudas com 30 dias de cultivo foram adquiridas de 
pomar comercial na cidade de Remígio-PB (6° 54′ 10″ S, 35° 50′ 2″ W). Na instalação 
do experimento as mudas foram pulverizadas com extrato de C. ferrea nas 
concentrações de 10; 100; 500 e 1000 µg/mL; fungicida (8 g/100 L), e água destiliada 
esterilizada (ADE) até ponto de escorrimento. Em seguida em foram acondicionadas em 
câmara úmida e após 24 horas foi realizada a inoculação de A. alternata (10
5
 
conídios/mL). Após 96 horas iniciaram-se as avaliações de severidade e área abaixo da 
curva de progresso da doença (AACPD) e ao 23º dia foi feita a avaliação de incidência 
da doença. O delineamento foi inteiramente casualizado, constituindo 6 tratamentos 
com 25 repetições, totalizando uma área experimental de 150 mudas. Para determinação 
da atividade das enzimas fenilalanina amônia-liase, peroxidase e polifenoloxidase, 
foram retiradas 3 folhas/repetição antes e 23 dias após aplicação dos tratamentos. Foi 
feita a análise de regressão para as concentrações dos extratos e o teste de Dunnett 
(P<0,05) para comparar com o tratamento T6 no programa SAS
®
 System 9.2. O extrato 
de C. ferrea nas concentrações 100 e 500 µg/mL reduziram a incidência de A. alternata 
e a severidade da MMA em folhas de tangerineira ‘Dancy’. As menores taxas da 
AACPD para a mancha marrom de alternaria foram observadas quando se utilizaram as 
concentrações 100; 500 e 1000 µg/mL. As maiores atividades da enzima fenilalanina 
amônia-liase foram observadas nas concentrações 100 e 1000 µg/mL. 
 
Palavras-chave: Citrus spp., Alternaria alternata f. sp. citri, Indução de resistência 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9 
 
ALMEIDA, L. C. Caesalpinia ferrea extract the management of Alternaria brown 
spot in Tangerine seedlings ‘Dancy’. Federal University of Paraiba. Areia: 
CCA/UFPB. Work for course conclusion (Under graduation in Agronomy). 41f. 2015.  
ABSTRACT - The tangerine 'Dancy' (Citrus tangerine Hort . Ex Tanaka ) is affected 
by various diseases , especially the brown spot Alternaria (MMA), caused by Alternaria 
alternata f . sp. citri, which has been promoting reduction in productivity and causing 
serious damage in Brazilian planting. The main form of disease control is the use of 
synthetic fungicides, then, the search for natural products, which do not degrade the 
environment, is shown as a promising alternative. This study aimed to verify the 
potential of Caesalpinia ferrea extract on control of MMA in Tangerine ‘Dancy’ 
seedlings. The experiment was conducted at Plant Pathology Laboratory in Agricultural 
Sciences Centro de Ciências Agrárias, Universidade Federal da Paraíba, Campus II, 
Areia-PB. The seedlings with 30 days of culture were purchased from a commercial 
planting in Remigio-PB (6° 54′ 10″ S, 35° 50′ 2″ W). The experimental setup the 
seedlings were sprayed with C. ferrea extract at concentrations of 10; 100; 500 e 1000 
µg/mL; fungicide (8 g/100 L), and sterilized destilled water  to point of run-off. Then 
were placed in a moist chamber and after 24 hours was performed inoculation of A. 
alternata (10
5
 conidia/mL). After 96 hours were done evaluations  of severity and 
incidence of the disease. The design was completely randomized, in 6 treatments with 
25 replications, totaling an experimental area of 150 seedlings. To determine the activity 
of the enzymes phenylalanine, ammonia-lyase , peroxidase and polyphenoloxidase, 
were removed leaves/repetition before and 23 days after treatment application. 
Regression test was used for the concentrations of the extracts when evaluated the 
incidence and severity and the Dunett test at P < 0.05 probability to compare the means 
of enzymatic analysis. The concentrations of 100 and 500 µg/mL of C. ferrea extract 
decreased incidence of A. alternate 27 and 45%, respectively, and lower disease 
severity (8 and 4%). Just phenylalanine ammonia-lyase showed a significant increase in 
its activity, the highest values occurring at concentrations of 100 and 1000 mg/mL of C. 
ferrea extract. 
 
Keywords: Citrus spp.,  Alternaria alternata f. sp. citri, Induced resistance 
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1. INTRODUÇÃO 
O Brasil é o maior produtor mundial de frutas cítricas e de suco concentrado 
congelado, possuindo uma área agrícola de aproximadamente de 890 mil hectares 
destinados ao plantio de laranjas e tangerinas. A produção nacional de laranja foi de 
aproximadamente 19.811.064 toneladas e a de tangerinas foi de 1.004.727 toneladas na 
safra de 2013 (IBGE, 2014). Na Paraíba, o maior produtor de citros é o município de 
Matinhas (7° 7′ 30″ S, 35° 46′ 1″ W), situado na região do Brejo Paraibano, obtendo um 
volume diário de produtividade de aproximadamente 70 toneladas, sendo a tangerina 
tipo ‘Dancy’ (Citrus tangerina Hort. ex Tanaka) a mais cultivada (GOVERNO DA 
PARAÍBA, 2012).  
Apesar dos bons índices de produtividade, a citricultura tem sido alvo constante 
de pragas que foram responsáveis por consideráveis quedas de produção na última 
década, verificando que as doenças de origem fúngica causam perdas de 
aproximadamente 80 milhões de caixas de frutas por ano (NEVES et al., 2010). Dentre 
estas, a mancha marrom de alternaria (MMA) causada pelo fungo Alternaria alternata 
Fr. (Keissler) f. sp. citri é uma das que mais infectam a tangerina ‘Dancy’. A doença 
apresenta como sintoma inicial o surgimento de pequenas manchas marrons a pretas, as 
quais logo se tornam circundadas por halos amarelos, que se expandem, formando áreas 
necrosadas circulares ou irregulares, podendo envolver uma grande área na folha e, 
como consequência a desfolhação e redução da produtividade (TIMMER et al., 2000). 
 O controle da MMA requer uma ou mais táticas empregadas no manejo 
integrado de doenças. Dentre estas, a utilização de fungicidas sintéticos que são 
eficientes, porém, podem causar impactos ambientais, ser nocivos ao homem e animais 
e onerar os custos da produção (COTTAS, 2011). Sendo assim, novas alternativas, 
como a utilização de extratos vegetais, têm sido estudadas para promover a redução da 
incidência e severidade de doenças em diversas culturas, tanto pela ação fungitóxica 
direta quanto por alterações no metabolismo do hospedeiro que, podem ser verificadas 
através da indução de resistência, apresentando potencial no controle de fitopatógenos 
(RABELLO et al., 2009).   
O pau-ferro (Caesalpinia ferrea (Benth.) Ducke) é uma espécie da família 
Fabaceae, que possui compostos secundários presentes em sua estrutura química, 
apresentando efeito inibitório sobre a ação de diversos fungos, sendo considerado um 
método eficiente, por ativar os mecanismos de defesa das plantas (SOUSA; SOARES, 
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2009). Além disso, seu potencial biológico pode ser mensurado através de compostos 
associados à biossíntese de substâncias como vitaminas, enzimas, hormônios e 
polifenóis presentes nos processos fisiológicos dos vegetais (PINTO, 2013). 
Dessa forma, o estudo com alternativas ecológicas dentro de um manejo 
integrado de doenças de plantas, visa resultados promissores, podendo substituir a 
proteção convencional promovida pela aplicação de fungicidas, contribuindo para 
atender à crescente demanda mundial por produtos agroecológicos e incrementar a 
produção (LOPES; ALBUQUERQUE; ARAÚJO, 2009). 
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2. OBJETIVOS 
2.1 Objetivo geral 
 Determinar o potencial do extrato de C. ferrea no manejo da mancha 
marrom de alternaria em mudas de tangerineira “Dancy”. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 Determinar a incidência e severidade da mancha marrom de alternaria em 
mudas de tangerineira “Dancy”; 
 Mensurar a atividade enzimática, relacionada a respostas de defesa em 
mudas de tangerineira “Dancy” em função do estímulo de indução de 
resistência; 
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3. REFERENCIAL TEÓRICO 
3.1. Aspectos Gerais da Citricultura 
As espécies citrícolas são originárias das áreas subtropicais e tropicais da Ásia, 
pertencem à família Rutácea e têm como principal gênero Citrus (L.). No Brasil, as 
principais espécies cultivadas em plantios comerciais estão distribuídas, basicamente, 
em seis grupos, sendo: laranjeiras doces [Citrus sinensis (L.) Osbeck], tangerineiras 
(diversas espécies), limoeiros verdadeiros [Citrus limon (L.) Burm. f.], limeiras ácidas e 
doces (diversas espécies) e pomeleiros (Citrus paradisi Macfad.) (PIO et al., 2010). 
 Dentre as espécies citrícolas, a laranja ainda se destaca como a principal espécie 
produzida, onde cerca de 70% de sua safra é destinada a indústria para produção de suco 
concentrado. Dessa forma, a tangerina tem ganhado espaço no mercado, ocupando o 
segundo grupo de frutas cítricas mais importantes na citricultura mundial, especialmente 
no que se refere ao consumo in natura (NEVES et al., 2010). Esse crescimento pode ser 
atribuído à demanda por alimentos saudáveis, sendo as tangerinas caracterizadas pelo 
baixo nível calórico, grande quantidade de fibras, além de sais minerais como magnésio, 
potássio, cálcio, fósforo e da substância betacaroteno (precursor da vitamina A) 
(ALVES; MELO, 2014). 
A citricultura no Brasil tem se destacado por alavancar o crescimento sócio-
econômico, contribuindo com a balança comercial, principalmente no que diz respeito a 
geração de empregos, tendo como principais regiões produtoras o Sudeste e o Nordeste. 
(ALMEIDA; PASSOS, 2011). Contudo, apesar do cenário promissor, problemas de 
ordem fitossanitária podem limitar a produtividade e comprometer a segurança 
econômica dos produtores (FERREIRA et al., 2013). 
 Em meio as doenças que incidem sobre a cultura, pode-se destacar aquelas 
causadas por vírus: leprose (Citrus leprosis vírus (CiLV), tristeza dos citros (Citrus 
tristeza virus); fungos: gomose (Phytophthora citrophthora), pinta-preta (Guignardia 
citricarpa Kiely), verrugose (Elsinoe fawcetti), mancha-preta dos citros (MPC) 
(Guignardia citricarpa Phyllosticta citri-carpa McAlp. Van der Aa), mancha marrom de 
alternaria (A. alternata Fr. (Keissler) f. sp. citri); nematóides parasitas: (Tylenchulus 
semipenetrans) e (Pratylenchus jaehni) e bactérias: cancro cítrico (Xanthomonas 
axonopodis pv. citri Hasse), CVC (amarelinho) (Xylella fastidiosa Wells) e greening 
(etiologia desconhecida) (MORAIS, 2014). 
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Dentre estas, a Mancha Marrom de Alternaria (MMA) tem sido enfatizada desde 
seu surgimento, pelos sérios danos provocados em pomares de tangerinas, além de ter 
elevado significativamente os custos de produção em função do manejo adotado para o 
seu controle (SPÓSITO, 2003). 
3.2. Mancha Marrom de Alternaria (MMA) 
A MMA foi constatada em tangerinas ‘Dancy’ no Brasil pela primeira vez em 
2001, no entanto já havia sido relatada em outros países como Austrália, Estados 
Unidos, África de Sul, Israel, Turquia, Espanha e Colômbia, como causadora de sérios 
prejuízos (GRUPO CULTIVAR, 2011). Já na Paraíba, a ocorrência da doença nos 
pomares foi verificada a partir de 2009 (LOPES et al., 2009). 
Possui como agente causal Alternaria alternata Fr. (Keissler) f. sp. citri, um 
fungo facultativo, que pode sobreviver em restos de folhas e qualquer outro tipo de 
tecido morto ou em decomposição. Apresenta duas formas: o “patótipo limão rugoso”, 
que é específico para o limão rugoso (Citrus jambhiri Lush) e limão 'Cravo' (Citrus 
limonia Osbeck), e o “patótipo tangerina”, que causa doença em tangerineiras e em seus 
híbridos (tangores e tangelos) (LOPES; ALBUQUERQUE; ARAÚJO, 2009).  
Os fungos desse gênero apresentam esporos assexuais que, possuem uma parede 
espessa de coloração escura, com septos longitudinais e transversais, onde se 
apresentam resistentes ao ressecamento e outras condições adversas (BARNETT; 
HUNTER, 1998). Esses conídios são produzidos nos tecidos lesionados de ramos e 
folhas maduras e liberados após as chuvas ou molhamento dos mesmos por orvalho. A 
disseminação a longas distâncias ocorre através da ação do vento. As condições 
ambientais favoráveis à infecção são incrementadas no período de molhamento de 12-
14 horas, com temperatura ótima entre 20 e 30 ºC (TIMMER, 1999).  
O processo de colonização de A. alternata f. sp. citri em tecidos vivos tem início 
com a penetração do fungo por ferimentos ou aberturas naturais. Uma vez atingido o 
interior do tecido, o patógeno começa a liberar uma toxina, cuja função é garantir a 
destruição das células ao redor do ponto de penetração e assim garantir os nutrientes 
para sua sobrevivência. A toxina que é produzida pelo agente causal da MMA (toxina 
ACT) apresenta uma característica peculiar que, é afetar apenas variedades de 
tangerinas, sendo denominado HST – host specific toxine (toxina específica ao 
hospedeiro), com ação rápida e causa extravasamento celular (STUART et al., 2009). 
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Sendo assim, à medida que a ACT transloca no sistema vascular da planta ocorre a 
expressão dos sintomas, surgindo entre 24 e 36 horas após a infecção. O tamanho da 
lesão e a extensão da necrose causada pelo patógeno estão diretamente relacionados 
com a suscetibilidade do hospedeiro (SPÓSITO, 2007). 
Em folhas jovens, os sintomas iniciais caracterizam-se por pequenas manchas de 
coloração marrom ou preta, podendo ser circundadas por halos amarelados que, 
posteriormente, se estendem, abrangendo grandes áreas da folha. Normalmente, 
ocorrem nas nervuras, com morte de tecido, espalhando-se a partir delas, provocando 
curvatura lateral das folhas (REIS et al., 2006).  
Nas brotações novas, tanto vegetativas como da florada, apresentam um aspecto 
de requeima no caule, com morte dos ponteiros e posterior tendência ao 
envassouramento, pelo superbrotamento. Em ramos finos, ocorrem pequenas lesões 
corticosas, podendo ocorrer halos cloróticos (FEICHTENBERGER et al., 2005). Já nos 
frutos, as lesões apresentam coloração marrom-escura, sendo inicialmente deprimidas 
no centro, podendo apresentar exsudados de consistência viscosa e são circundadas por 
um halo amarelado, o centro das lesões podem se tornar corticoso e saliente, formando 
pústulas que se destacam facilmente deixando orifícios na superfície (COTTAS, 2014). 
 
3.3. Métodos de controle da Mancha Marrom de Alternaria 
Dentre as medidas de manejo recomendadas, o uso de produtos químicos é um 
dos principais, verificando que, os fungicidas cúpricos estão entre os mais utilizados 
para o controle da doença. No entanto, estes atuam por contato, não penetrando nos 
tecidos vegetais, apresentando- se vulneráveis as condições climáticas, sendo 
necessárias várias aplicações para reduzir a severidade da doença (COLTURATO et al, 
2009). Também podemos citar os fungicidas pertencentes ao grupo das estrobilurinas 
que proporcionam um bom controle da doença, pois possuem atividade pós infecção, 
reduzindo a produção do inóculo , além dos ditiocarbamatos, triazóis e dicarboximidas 
(COTTAS, 2014). 
Todavia, os fungicidas não se constituem na única medida de controle de 
doenças, isso porque, a resistência de fungos aos produtos químicos é considerada um 
dos principais problemas dentro do manejo fitossanitário. Além do mais, nas últimas 
décadas, a conscientização sobre o uso indiscriminado e incorreto de defensivos 
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agrícolas no ambiente rural e urbano, causando prejuízos aos ecossistemas e ao homem, 
tem motivado o desenvolvimento de métodos e produtos alternativos no controle de 
doenças de plantas (COTTAS, 2015).  
Diversos trabalhos demonstram que extratos e óleos extraídos de plantas têm 
apresentado resultados significativos na redução da severidade de doenças, indicando o 
potencial dos mesmos no controle de fitopatógenos (SCHWAN-ESTRADA et al., 
2008). Neste sentido, a utilização de extratos brutos ou óleos vegetais tem recebido 
destaque, pela abundância dos recursos naturais brasileiros e pelo fácil acesso ao 
produtor rural (DEQUECH et al., 2008). Além do mais, os extratos vegetais possuem 
baixa toxicidade para mamíferos, são biodegradáveis, não persistentes no ambiente e 
apresentam relativo baixo custo de produção (ISMAN, 2000).  
De acordo com Siani et al. (2010) os extratos vegetais são originados do 
metabolismo secundário das plantas e possuem composição química complexa, 
apresentando estruturas diversas como terpenos, sesquiterpenos, fenólicos, fenil 
propanoicos, alifáticos não terpênicos, heteocíclicos, alcoóis, cetonas, aldeídos, ácidos 
carboxílicos, ésteres, acetatos, cada qual com sua característica aromática e ação 
bioquímica. A espécie Caesalpinia ferrea (Benth). Ducke, popularmente conhecida 
como jucá ou pau-ferro é uma espécie da família Fabaceae. Planta perenifólia a semi-
decídua, nativa da mata atlântica, que expandiu do sudeste ao nordeste do Brasil, nas 
florestas pluviais de encosta atlântica (floresta ombrófila densa) (PATRO, 2013). Esta 
espécie tem mostrado alto potencial antimicrobiano, por apresentar em sua estrutura 
compostos bioativos que, são fundamentais na construção de componentes das paredes 
celulares e estão também associados à síntese das vitaminas, enzimas, hormônios e 
polifenóis (PINTO, 2013) capazes de ativar os mecanismos de defesas das plantas, 
sendo considerado um método eficiente no controle de doenças (SOUSA et al., 2009).  
3.4. Atividade enzimática relacionada a patogênese 
De acordo com Taiz; Zeiger (2013), as plantas possuem mecanismos de proteção 
natural e estes são baseados em uma série de barreiras pré e pós-formadas. Os fatores de 
resistência pré-formados, passivos ou constitutivos são aqueles presentes na planta antes 
do contato com o patógeno. Já os pós-formados, ativos ou induzíveis estão ausentes ou 
em baixo nível antes da infecção, sendo produzidos ou ativados em resposta à presença 
do patógeno. Em ambas as categorias, os fatores envolvidos na resistência podem ser 
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subdivididos em estruturais ou bioquímicos. Os estruturais atuam como barreiras 
físicas, enquanto os bioquímicos atuam através da produção de substâncias tóxicas ou 
repelentes ao patógeno (PASCHOLATI, 2011).  
No caso dos fatores estruturais pré-formados tem-se a cutícula, tricomas, 
estômatos, vasos condutores ou fatores bioquímicos, nos quais envolvem a presença de 
fenóis, alcalóides, fototoxinas, glicosídeos, cianogênicos e glicosídeos fenólicos. Já para 
os mecanismos pós-formados, as barreiras estruturais podem envolver a lignificação, 
suberificação, formação de papilas e de camadas de abscisão e de cortiça, bem como as 
tiloses. Por sua vez, os mecanismos pós-formados podem englobar o acúmulo de 
fitoalexinas e de proteínas relacionadas a patogênese (PR-proteínas), atividade de 
quitinases e β-1,3-glucanases (ULBRECHT; BOWMAN, 2007), que são substâncias 
capazes de inibir o desenvolvimento do patógeno no interior da planta (SCHWAN-
ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008), criando condições adversas, e 
assim impedindo a colonização dos tecidos vegetais (PASCHOLATI, 2011).  
Sendo assim, estes mecanismos de defesa também podem ser ativados quando 
submetidos aos tratamentos com elicitores que podem ser agentes bióticos ou abióticos, 
de natureza inorgânica, orgânica ou sintética, atuando como indutores de resistência 
(STICHER et al., 1997), verificando que uma vez estabelecida, sua durabilidade irá 
variar em função da concentração do indutor, do inóculo utilizado, do intervalo de 
tempo entre o tratamento inicial com o indutor e o contato com o patógeno, das 
condições de temperatura e luminosidade, do agente utilizado para a inoculação e do 
tamanho da necrose ocorrida em função da inoculação do patógeno (GUZZO, 2004). 
Entre os mecanismos envolvidos na resistência sistêmica adquirida (RSA) são 
conhecidos a resposta de hipersensibilidade (DURRANT; DONG, 2004), alterações 
estruturais como lignificações, deposição de calose e formações de papilas (STICHER; 
MAUCH-MANI; MÉTRAUX, 1997), acúmulo de proteínas relacionadas à 
patogenicidade (DURRANT; DONG, 2004), fenilpropanóides, produtos do 
metabolismo secundário, como fitoalexinas e compostos fenólicos (LEE; LEON; 
RASKIN, 1995) e ativação de enzimas chaves como as peroxidases e a fenilalanina 
amônia-liase (PAL) (CAVALCANTI et al., 2005).  
Os mecanismos de defesa das plantas contra fitopatógenos envolvem alterações 
metabólicas que estão correlacionadas com mudanças na atividade de enzimas chaves 
nos metabolismos primário e secundário. A fenilalanina amônia-liase é uma enzima 
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chave da via da rota dos fenilpropanóides, onde catalisa a reação de desanimação do 
aminoácido L-fenilalanina em ácido trans-cinâmico e amônia (STANGARLIN; 
PASCHOLATI, 2008). O ácido trans-cinâmico origina vários fenilpropanóides simples, 
como os ácidos p-cumárico, caféico, ferúlico, sinápico, que estão em altas 
concentrações no interior das células vegetais na forma de conjugados com açúcares, ou 
associados a carboidratos presentes na parede celular ou ácidos orgânicos. Esses 
compostos simples dão origem a lignina, suberina, cumarinas, flavonoides, antocianinas 
e fitoalexinas. Nas plantas esses compostos realizam diferentes funções, como suporte 
mecânico, ação antioxidante, absorção da radiação UV, fatores antinutritivos, proteção 
contra patógenos e moléculas sinalizadoras (DIXON; PAIVA, 1995). 
Tem-se também as peroxidases (PR-9) que, são capazes de catalisar grande 
número de reações, como a produção ou catálise de peróxido de hidrogênio (H2O2) 
(CHOI et al., 2007), atua na formação de lignina e suberina (QUEIROGA et al., 2000), 
no catabolismo de auxinas (LAGRIMINI et al., 1995), na cicatrização de ferimentos 
(MUNZ et al., 1997) e oxidação de compostos fenólicos (TAKAHAMA; ONIKI, 1992), 
além de estarem envolvidos nos processos de senescência (VELJOVIC-JOVANOVIC 
et al., 2006), germinação de sementes (SCHOPFER; PLACHY; FRAHRY, 2001) e 
florescimento (LOKHANDE et al., 2003).  
A sua expressão nas plantas está relacionada com a infecção de patógenos, uma 
vez que, estas atuam no reforço da parede celular a partir da formação da lignina 
(CHRISTENSEN et al., 2008), suberina (QUEIROGA et al., 2000) e papilas (BROWN 
et al., 1998), possibilitam a ligação entre glicoproteínas ricas em hidroxiprolina 
(COOPER; VARNER, 1983), estão envolvidas na peroxidação de lipídeos (LÉON; 
LAWTON; RASKIN, 1995) e aumentam a produção de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) (DAVLETOVA et al., 2005) e de fitoalexinas (KRISTENSEN; BLOCH; 
RASMUSSEN, 1999). 
Já as polifenoloxidases são enzimas que, se encontram na forma latente em 
membranas de tilacóides de cloroplastos, bem como de plastídeos e mitocôndria, ou 
seja, elas não estão em contato com compostos fenólicos que estão armazenados no 
vacúolo. Durante a senescência ou injúria de células ocorre a ruptura dos cloroplastos e 
vacúolos, quando as PFOs oxidam os fenóis (YORUK; MARSHALL, 2003). Os 
produtos da ação de lipoxigenases contribuem para as reações de defesa inibindo o 
crescimento do patógeno, induzindo fitoalexinas e participando na transdução de sinais 
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(NAMAI et al., 1990). As fitoalexinas, por sua vez são biocidas, cuja ação sobre fungos 
inclui a granulação citoplasmática, desorganização dos conteúdos celulares, ruptura da 
plasmalema e inibição das enzimas fúngicas, o que reflete na inibição da germinação, 
crescimento do tubo germinativo e do micélio (SACHWAN-ESTRADA; 
STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Local do experimento 
O experimento foi conduzido em casa de vegetação, pertencente ao 
Departamento de Fitotecnia e Ciências Ambientais da Universidade Federal da Paraíba. 
O preparo do inóculo de A. alternata e a diluição do extrato de C. ferrea foram 
realizados no Laboratório de Fitopatologia (LAFIT) e as análises enzimáticas das folhas 
de tangerineiras tipo ‘Dancy’ no Laboratório de Produtos de Origem Animal (LAPOA), 
no Centro de Ciências Agrárias-UFPB Campus II, Areia-PB. O preparo do extrato de C. 
ferrea foi feito no Laboratório de Química de Produtos Naturais, Universidade Federal 
da Paraíba (UFPB) Campus-I, João Pessoa-PB.  
 
4.2 Aquisição das mudas de tangerineira ‘Dancy’ 
As mudas de tangerineira ‘Dancy’ (Citrus tangerina Hort. ex Tanaka) foram 
provenientes da cidade de Remígio-PB (6° 54′ 10″ S, 35° 50′ 2″ W), com 30 dias de 
cultivo, possuindo cinco a seis folhas definitivas por planta  e foram cultivadas em sacos 
plásticos (10 x 15 cm) contendo areia esterilizada e substrato vermiculita na proporção 
(2:1). 
 
4.3 Preparo e aplicação dos tratamentos com extrato de C. ferrea 
As folhas de pau-ferro foram coletadas na Área Experimental da Chã de Jardim, 
do CCA, Campus II, Areia-PB (6° 57' 42'' Sul e 35° 41' 43'' Oeste) e dispostas em sacos 
de papel, sendo levadas à estufa com temperatura constante de 60 ºC por um período de 
72 h, até a obtenção de peso seco. Posteriormente, as folhas foram trituradas (pó), em 
seguida pesadas 100 g e colocadas em recipientes de vidro em temperatura ambiente (25 
± 2 ºC) com adição de 200 mL de etanol (96%), agitadas duas vezes ao dia, por um 
período de 72 horas em infusão (LIMA et al., 2010).  
 Em seguida, por meio de evaporador rotativo, foi extraído à frio o concentrado e 
levados à estufa de circulação forçada por um período de uma hora, até atingir uma 
consistência pastosa do extrato bruto. Posteriormente, foi feita a diluição do extrato em 
ADE com ajuda de um agitador magnético por um período de duas horas para obtenção 
das seguintes concentrações: 10, 100, 500 e 1000 µg/mL.   
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As mudas foram borrifadas com os tratamentos até ponto de escorrimento, e em 
seguida foram acondicionadas em câmara úmida, confeccionadas com sacos plásticos 
de polietileno transparente, vedados na extremidade e borrifados com água destilada, 
por um período de 24 horas, em temperatura ambiente (25 ± 2 ºC).  
Os tratamentos foram compostos por T1- Extrato de pau-ferro 10 µg/mL, T2- 
Extrato de pau-ferro 100 µg/mL, T3- Extrato de pau-ferro 500 µg/mL, T4 - Extrato de 
pau-ferro 1000 µg/mL, T5- Testemunha (ADE), T6- Fungicida Azoxystrobin (8 g/100 L 
de água). 
 
4.4 Inoculação de A. alternata em mudas de tangerineira ‘Dancy’ 
O isolado de A. alternata foi obtido a partir de frutos cítricos com sintomas 
típicos da mancha marrom de alternaria, em área produtora no município de Lagoa 
Seca-PB (7° 10′ 15″ S e 35° 51′ 14″ W). Os frutos foram desinfestados por meio de 
lavagens (etanol 70%, por trinta segundos, hipoclorito 1%, por três minutos e duas 
lavagens com água destilada esterilizada), em seguida, retiraram-se três fragmentos de 5 
mm e foram incubados em meio de cultura BDA (200 g batata, 20 g dextrose, 20 g ágar 
L
-1
) acrescido do fungicida Carbendazin (500 mL/L de água), para inibição da 
proliferação de fungos contaminantes e incubados em temperatura ambiente (25 ± 2 ºC) 
durante sete dias (COLTURATO, 2006).  
Para confirmar a identidade dos isolados, três discos com 5 mm de diâmetro com 
colônias do fungo foram transferidos para o meio carbonato de cálcio: CaCO3 (30 g de 
CaCO3, 20 g de sacarose e 20 g de ágar L
-1
), para indução de esporulação de A. 
alternata, onde foram mantidos em temperatura ambiente (25 ± 2 ºC) e, após sete dias 
de cultivo, foi realizada a identificação em microscopia ótica (CANIHOS, PEEVER, 
TIMMER, 1999; MENEZES, 2006,). 
Após aplicação dos tratamentos com extrato de C. ferrea, fungicida e ADE 
(testemunha), foram realizadas lesões na face abaxial das folhas, de aproximadamente 1 
mm de profundidade em quatro folhas por mudas, com o auxílio de um bisturi 
esterilizado. Em seguida, foi adicionada a suspensão de esporos obtida através da adição 
de 10 mL de água destilada esterilizada (ADE) nas placas contendo as colônias do 
fungo e, com o auxílio de uma espátula estéril, os conídios foram raspados, filtrados em 
dupla camada de gaze esterilizada e quantificados em hemocitômetro, para a 
24 
 
composição de uma suspensão de 10
5
 conídios/mL de A. alternata, acrescida de Tween 
20 (2 gotas/L). Com auxílio de um borrifador manual, foi realizada a pulverização do 
inóculo nas mudas até atingir o ponto de escorrimento. 
 
4.5 Avaliação de severidade e incidência da MMA em folhas de Tangerineira 
‘Dancy’ 
Após 96 horas da inoculação de A. alternata, foram realizadas diariamente as 
avaliações da severidade, mediante emprego de escala diagramática (0%; 0,3%; 3,5%; 
8%; 15%; 34%; 61%; 80%; 90% e 100% de área lesionada) estabelecida por Martelli, 
(2011). 
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Figura1. Escala diagramática descrita por Martelli (2011) para avaliação da mancha marrom 
de alternaria (Alternaria alternata f. sp. citri) em folhas de tangerineira ‘Dancy’ (Citrus 
tangerina Hort. ex. Tanaka) 
 
Após 23 dias da inoculação, foi feita a avaliação da incidência, determinada 
através da percentagem de incidência (%) através do número mudas com sinais da 
mancha marrom de alternaria (MMA), com base em Sangoi et al. (2000), utilizando a 
seguinte fórmula: 
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Posteriormente, foi calculada a área abaixo da curva de progresso da doença 
(AACPD).  Pela fórmula {S [(yi + yi+1)/2].( ti+1- ti)}, onde yi e yi+1 são os valores de 
incidência observados na avaliação e  ti+1- ti o intervalo entre avaliações.  
4.6. Avaliação da atividade enzimática 
No primeiro e aos 23 dias após a aplicação dos tratamentos, foram retiradas três 
folhas por planta de cada repetição, totalizando 75 folhas, para a quantificação das 
proteínas, macerando-se 0,02 g de folhas em almofariz com 4,0 mL de tampão de 
acetato de sódio (50 mM), (pH 5,2). A mistura foi filtrada em tecido de trama fina e a 
suspensão foi centrifugada a 12.000 rpm por 15 min, a 4 °C. O sobrenadante coletado 
de cada amostra foi transferido para microtubos de 2 mL e mantido a -80°C até o 
momento das análises. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e foi realizada a 
correlação entre a atividade enzimática e a incidência da mancha marrom de alternaria. 
4.6.1.  Proteínas totais 
As proteínas solúveis contidas nos extratos foram aferidas pelo ensaio de 
Bradford (1976), através da curva padrão, onde foi adicionada 100 µL de uma solução 
de BSA (µg/µL), a partir dessa solução, foram feitas as diluições seriadas em água ADE 
para a obtenção das demais concentrações (0 µg/µL; 2 µg/µL; 4 µg/µL; 6 µg/µL; 8 
µg/µL; 10 µg/µL). Em seguida, a preparação do branco, através da adição em um tubo 
de microcentrífuga 50 µL água ADE e 100 µL de Bradford. E para o preparo da 
amostra, foi adicionando em um tubo de microcentrífuga 50 µL do extrato e 1000 µL de 
Bradford. As reações feitas anteriormente foram incubadas em temperatura ambiente 
por 15 minutos e em seguida, foi medida a absorbância em comprimento de onda 595 
nm e expressa em U.A/min./mg de proteína.  
4.6.2. Atividade da fenilalanina amônia-liase 
Determinada pela quantificação do ácido trans-cinâmico liberado a partir da 
fenilalanina (UMESHA, 2006). Para isso, foi adicionado 250 µL de extrato, 1500 µL de 
tampão Tris-HCl (100 mM) (pH 8,8), 500 µL de fenilalanina (100 mM) e 750 µL de 
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ADE, incubado a 40 ºC por 60 minutos. Logo após, a reação foi paralisada com a adição 
de 100 µL de ácido clorídrico (5,0 M). A leitura foi realizada em cubeta de quartzo no 
espectrofotômetro (Lightwave II, WPA, Biochron) por meio de variação na absorbância 
em comprimento de onda 290 nm e expressa em U.A/min./mg de proteína.  
4.6.3. Atividade da Peroxidase 
Foi determinada da reação que consistiu na adição de 750 µL do tampão de 
reação (tampão fosfato de sódio (100 mM)) (pH 6,0), 250 µL de guaiacol (1,7%), 250 
µL (H2O2) e 250 µL composto por: 150 µL de água + 100 µL do extrato, onde o 
guaiacol peroxidase converteu o guaiacol em tetraguaiacol. A reação foi paralisada com 
a adição de 800 µL de ácido perclórico (2,0 M) e monitorada a por um período de 2 min 
e a cada 15 segundos foram realizadas leituras para verificar a atividade da enzima 
peroxidase com comprimento de onda de 470 nm e expressa em U.A/min./mg de 
proteína (RONCATO; PASCHOLATI, 1998). 
4.6.4. Atividade da Polifenoloxidase 
Foi realizada através da conversão de catecol em quinona, com adição de 250 µL 
de catecol (60 mM), 750 µL do tampão fosfato de sódio 100 mM (pH 6,8) e 250 µL de 
extrato. As amostras foram aquecidas em banho Maria a 40 ºC durante 15 minutos, 
seguido de esfriamento. Logo após, a reação foi paralisada com a adição de 800 µL de 
ácido perclórico (2,0 M), com a medida de absorbância registrada a 395 nm. Os 
resultados foram expressos em U.A/min./mg de proteína (DUANGMAL, APENTEN, 
1999).  
 
4.7.  Análise estatística 
O delineamento foi inteiramente casualizado com seis tratamentos, com 25 
repetições por tratamento sendo cada repetição composta por uma muda. 
 Foi feito análise de regressão para as concentrações dos extratos quando avaliou 
a incidência e severidade e o teste de Dunnett (P<0,05) para a comparação das médias 
das análises enzimáticas no programa SAS
®
 System 9.2. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Avaliando a incidência de A. alternata em mudas de tangerineira ‘Dancy’, 
observou-se efeito quadrático nas concentrações de C. ferrea (Figura 2), com redução 
da incidência até a concentração de 500 µg/mL. Na concentração de 1000 µg/mL a 
incidência aumentou, superando os demais tratamentos. Não houve diferença estatística 
entre as mudas tratadas com o fungicida e a testemunha (ADE).  
 
Figura 2. Incidência em mudas de tangerina ‘Dancy’ (Citrus tangerina Hort. ex Tanaka), 
inoculadas com Alternaria alternata (10
5
 conídios/mL) em diferentes concentrações do 
extrato de Caesalpinia ferrea, ADE e fungicida. 
 
 
A redução na incidência de A. alternata do presente trabalho pode estar 
condicionada a eficiência do extrato de pau-ferro. Uma vez que, os taninos presentes na 
composição química da referida espécie vegetal, podem ter atuado formando complexo 
com proteínas, vitaminas, enzimas e íons metálicos (MONTEIRO et al., 2005). Sendo 
assim, a reunião de vários componentes químicos se comporta de forma sinérgica, 
apresentando potencial no controle de patógenos, devido a atuação fungicida ou 
fungistática (SILVA, 2001). 
Ao avaliar a severidade da MMA em folhas de tangerineira ‘Dancy’ observou-se 
também efeito quadrático para as concentrações do extrato de C. ferrea (Figura 3), 
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verificando diminuição da severidade da doença (73,48% e 88,24) com o aumento da 
concentração, atingindo valores mínimos na escala de nota nas concentrações 100 e 500 
µg/mL em relação à testemunha. Com aplicação do fungicida, a severidade apresentou 
escala de nota semelhante nas concentrações de 10 e 1000 do extrato de C. ferrea. 
 
Figura 3. Escala diagramática da severidade em folhas de tangerineira ‘Dancy’ (Citrus 
tangerina Hort. Ex. Tanaka) inoculados com Alternaria alternata (10
5
 conídios/mL), em 
diferentes concentrações do extrato de Caesalpinia ferrea, ADE e fungicida.  
 
 
Verificou-se que nos tratamentos utilizando o extrato de C. ferrea nas 
concentrações de 0 (Fig. 4a) e 10 µg/mL (Fig. 4b) houve aumento na AACPD, já nas 
concentrações 100 (Fig. 4c); 500 (Fig. 4d)  e 1000 µg/mL (Fig 4e) obtiveram redução, 
apresentando uma proteção de 33,34; 55,55 e 44,44% respectivamente, para a mancha 
marrom de alternaria, em folhas de tangerineira ‘Dancy’ quando comparadas com o 
fungicida até o vigésimo terceiro dia de avaliação. 
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Figura 4.. Área abaixo da curva de progresso da doença (AACPD) em folhas de tangerineira 
‘Dancy’ (Citrus tangerina Hort. ex Tanaka) inoculadas com A.alternata (105 conídios/mL) 
em diferentes concentrações do extrato de C. ferrea, ADE e fungicida. 
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A redução na severidade da MMA apresentada no presente trabalho pode ter 
ocorrido devido a indução de resistência em mudas de tangerineira ‘Dancy’ através da 
aplicação do extrato de pau-ferro. Onde Pinto (2013) ao estudar o perfil fitoquímico do 
extrato de pau-ferro no controle da MMA em citros, constatou a presença de 
aminoácidos como triptofano, alanina, tirosina, fenilalanina, leucina e do tanino 
hidrolisado (ácido gálico). Esses aminoácidos encontram-se associados a síntese de 
proteínas, sendo fundamentais á construção de componentes das paredes celulares, além 
da síntese de vitaminas, enzimas, hormônios e polifenóis que são responsáveis pela 
produção de fitoalexinas, proteínas, ácido jasmônico e salicílico induzindo a resistência. 
 Borges et al. (2013) avaliando o potencial do extrato de jurema preta (Mimosa 
tenuiflora) no controle da mancha marrom de alternaria (Alternaria cucumerina 
(Ell&Ev.) Ellio) em mudas de melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsumura & 
Nakai) constataram redução na severidade doença a níveis de até 31% em relação a 
testemunha. De acordo com Bezerra et al. (2011), o extrato dessa espécie apresenta 
atividade antimicrobiana devido a ação de taninos, saponinas e flavonóides presentes 
em todas as partes da planta. Milaneze (2013) utilizando controle alternativo em plantas 
de tangerineiras tangor Murcott [Citrus sinensis (L.) Osbeck x C. reticulata Blanco] no 
manejo da mancha marrom de alternaria, verificou redução na AACPD em folhas 
quando utilizou o tratamento com aplicação de calda sulfocálcica. 
Analisando a enzima fenilalanina amônia-liase (FAL) (Figura 4), verificou-se 
aumento na atividade da enzima nas concentrações de 100 e 1000 µg/mL  do extrato de 
C. ferrea, quando comparado aos demais tratamentos, atingindo valor máximo para 
concentração de 1000 µg/mL. Já o valor mínimo na atividade da enzima ocorreu para 
concentração de 500 µg/mL do extrato. 
 
 
31 
 
Figura 5- Atividade da fenilalanina amônia-liase em folhas de tangerina ‘Dancy’ 
inoculadas com Alternaria alternata (10
5
 conídios/mL), antes aplicação (0); tratadas 
com diferentes concentrações do extrato de Caesalpinia ferrea (10, 100, 500 e 1000 
µg/mL) e fungicida.. Areia-PB, 2014. 
 
 
De acordo com Almeida et al (2012), a fenilalanina-amônia-liase está envolvida 
no primeiro passo da síntese dos fenilpropanóides, com a conversão de fenilalanina em 
ácido-trâns-cinâmico, o que resulta em compostos como as fitoalexinas e, 
principalmente em lignina, que conferem resistência à parede celular e atuam como 
sinalizadores em resposta de defesa. A enzima atua na biossíntese e na regulação da 
síntese de compostos fenólicos. O aumento dessa atividade indica que, o extrato pode 
ter atuado como elicitor, induzindo resistência sistêmica nas mudas (FREDDO, 2012).  
Resultados similares foram obtidos por Gomes (2011) ao avaliar diferentes 
concentrações do extrato etanólico de Allamanda blanchetti (Apocynaceae) no controle 
de oídio (Uncinula necator) em videiras ‘Superior Seedless’, onde as plantas tratadas 
com o extrato na concentração de 100 µg/mL apresentaram resultados mais expressivos 
no aumento da atividade da FAL em relação aos demais tratamentos, além de redução 
na severidade da doença a níveis superiores a 35%. 
No presente trabalho, a maior atividade da FAL em mudas de tangerina ‘Dancy’ 
foi observada na concentração de 1000 µg/mL do extrato de C. ferrea, em contrapartida, 
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as mudas desse tratamento apresentaram o maior percentual de incidência de A. 
alternata, chegando a níveis de 60%. Nesse caso, o aumento na produção de tal enzima 
pode estar relacionado com o processo de infecção causado pelo patógeno (Rahman; 
Punja, 2005). 
Não observou-se diferença estatística quando avaliaram as atividades da 
peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) em folhas de tangerineira ‘Dancy’ 
inoculadas com A. alternata (10
5
 conídios/mL ) nas concentrações 0; 10; 100; 500 e 
1000 µg/mL do extrato de C. ferrea, quando comparou com o tratamento fungicida, 
apresentando médias (120,58; 262,16; 15,33; 256,92 e 116,94 U.A mg/proteína/min) e 
(1,31; 0,83; 0,19; 0,82; 1,37 e 0,74 U.A mg/proteína/min) respectivamente. 
O fato ocorrido no presente trabalho, pode ser explicado por Santos et al (2007), 
onde ao avaliarem o efeito de extratos vegetais no progresso de doenças foliares do 
cafeeiro orgânico, observou que o aumento na atividade das mesmas não se manteve 
constante durante o experimento, indicando a possibilidade da resposta da planta aos 
extratos não ter coincidido com o tempo adotado para avaliação. 
Shahbazi et al (2010), ao estudarem o patossistema Alternaria solani em 
Solanum  tuberosum, verificaram que o aumento na atividade da peroxidase ocorreu em 
intervalos de tempo inferiores a sete dias. Dados similares foram obtidos por Silva et al. 
(2011) ao avaliar a indução de resistência à antracnose (Colletotrichum lagenarium) 
por Trichoderma spp. em pepineiro (Cucumis sativus L.) onde não foi observado 
aumento na atividade da enzima 7 dias após o tratamento das plantas.  
Em relação à polifenoloxidase, Silva; Pascholati; Bedendo (2007), ao testarem o 
potencial elicitor dos extratos aquosos de Agaricus blazei e Lentinula edodes em 
berinjela (Solanum melongena. L) contra Ralstonia solanacearum, observaram que as 
plantas apresentaram atividade enzimática superior a testemunha, apenas do 3º ao 12º  
dia após aplicação do extrato. 
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6. CONCLUSÃO 
 
 
 O extrato de C. ferrea nas concentrações 100 e 500 µg/mL reduziram a incidência de 
A. alternata e a severidade da MMA em folhas de tangerineira ‘Dancy’; 
 A menor severidade para a mancha marrom de alternaria foi observada nas 
concentrações 100; 500 e 1000 µg/mL do extrato de C. ferrea em folhas de 
tangerineira ‘Dancy’; 
 A maior atividade da enzima fenilalanina amônia-liase em folhas de tangerineira 
‘Dancy’ foi observada nas concentrações 100 e 1000 µg/mL do extrato de C. ferrea. 
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